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The  MyD88‐dependent  pathway  induces  NFKB  and  the  expression  of  pro‐
















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































points  in  the  polyA‐selected  time  course  (0hr,  2hr,  4hr,  7hr  and  24hr)  over  all 
individuals  were  compared  to  highlight  the  differences  between  the  results  from 
Kallisto  and  StringTie.  The  X‐axis  shows  the  different  expression  level  (TPM/FPKM) 
class  boundaries;  (0,0‐1,  1‐5,  5‐20,  20‐100,  100‐500,  >  500).    The  Y  axis  shows  the 






















































































































































































































































































Transcripts  with  a  Kallisto  expression  estimate  (TPM  >0),  detected  in  any  BMDM 
sample (either 0hr or 7hr) in the polyA‐selected and ribodepleted total library types.  






















         
lincRNA  33 58 5.3% 4.4% 
miRNA  26 196 4.1% 14.8% 
processed_pseudogene  1 0 0.2% 0.0% 
protein_coding  506 754 80.6% 57.0% 
Pseudogene  8 22 1.3% 1.7% 
rRNA  12 44 1.9% 3.3% 
snoRNA  15 70 2.4% 5.3% 
snRNA  27 179 4.3% 13.5% 




































Simplified  from  (Gifford  &  Tristem,  2003)  which  shows  the  four  essential 



























































































































































































































































































in  chapter  4.    Where  samples  are missing  from  individual  animals,  there  was  not 







Female 1  Female 2  Female 3  Male 1  Male 2  Male 3 
BMDM 0hr 
LPS             
BMDM 2hr 
LPS             
BMDM 4hr 
LPS             
BMDM 7hr 
LPS             
BMDM 24hr 





























































































































contains  6654  nodes  and  1210699  edges  and  was  derived  based  on  Pearson 
correlation  coefficient  >0.9.    Nodes  (spheres)  represent  transcripts  and  edges 
(connecting  grey  lines)  represent  the  correlation  between  expression  patterns  of 
transcripts at a Pearson correlation coefficient of 0.9 or greater.  Nodes of the same 
colour form a cluster.   
B.    An  overview,  highlighting  positioning  of  key  clusters,  which  share  similar 
expression patterns that demonstrate specific increased expression of given immune 





























Figure  4.4  Blood  Leukocyte  (BL)  and  peripheral  blood  mononuclear  cell  (PBMC) 
clusters  extracted  from  the main  network  analysis,  based  on  average  expression 
across  Sheep  atlas  immune  cell  types  from  transcripts  expressed  >30  TPM  in  any 
sample.  Two particular clusters were enriched for transcripts expressed in PBMC and 
















































































expressed  >30  TPM  in  any  sample.    Five  particular  clusters  were  enriched  for 
transcripts expressed across the BMDMs, AMs and MDMs.  The corresponding signal 
histograms showing  the average expression of all  the  transcripts  contained  in each 







































































































































































































can  be  seen  next  to  the  extracted  cluster  that  is  pictured  alongside.    The  columns 
representing  immune  cell  types,  appear  in  the  following  order  from  left  to  right: 






















































































































































































































































































































selected  LPS  response  samples  have  been  included.    The  ‘Mt  RNA’  transcript  type 










lincRNA  1,609  2,020  80 
miRNA  817  1,305  63 
Mt_RNA  20  24  83 
Pseudogenes  229  290  79 
protein_coding  20,503  22,823  90 
rRNA  141  305  46 
snoRNA  542  756  72 
snRNA  594  1,234  48 
Total      24,455  Total 28,757  85 





























































































Table 5.3 Genes  identified  in  the BMDM LPS response clusters  (45 and 52) of The 

































































































The  clusters  containing  BMDM  response  transcripts  that  increase  in  expression  in 
response to LPS, were extracted from the network analysis used in chapter 4.  The co‐
expression  network  layout was  based  upon  average  expression  across  Sheep Atlas 
immune  cell  types,  including  transcripts  expressed  >30  TPM  in  any  sample.    The 





The corresponding  signal histograms showing  the average expression of  transcripts 
within each cluster are displayed next to the extracted cluster.  From left to right, the 
bars are labelled along the X axis as: BMDM 0hr, 2hr, 4hr, 7hr, 24hr post LPS, AM, BL, 













Transcripts  and  their  corresponding  gene  ID  and  names  were  identified  from  the 
averaged immune cell analysis, and found to differ absolutely in expression pattern in 
comparison to other species (Freeman et al., 2012, Schroder et al., 2012, Baillie et al., 


















































































































































































































































































































Figure  5.3  Sample‐based  networks  comparing  StringTie  and  Kallisto  expression 
estimates from individual sheep BMDM time course samples. 
For StringTie, all  genes which demonstrated maximum expression > 5 FPKM  in any 






















B.  Network  expression  graph  using  Kallisto  expression  estimates  for  every  BMDM 
response sample from each individual sheep (See Section 5.2.1 for methods) 












for  clarity,  to  show  their  position  within  the  overall  network  graph.    Transcripts 


















































































































































































































































































































































































































































































































Table  5.5  Differential  expression  patterns  of  enzymes  associated  with  arginine 
metabolism and the production of NO during the macrophage response to LPS. 
The table is simplified from expression data gathered by Young et al, with all domestic 
animal  data  generated  by  RNA‐Seq  and  human  data  was  generated  by  CAGE  seq, 
described within the paper (Young et al., 2018).  Where genes had a TPM <1 for both 
the unstimulated (0hr) and LPS stimulated (7hr) they are displayed as 0.  Where the 
differential  expression  between  samples  was  <5TPM,  it  has  been  deemed  as  ‘no 
change’ and displayed as nc.  Nitric oxide (NO) production was assessed using a Griess 
assay, for which I contributed the sheep data.  In response to LPS, Sheep and Horse 
macrophages  do  not  produce  NO,  goat  and  buffalo  macrophages  produce  small 
amounts  of  NO  and  both  cattle  and  chicken  (not  shown)  macrophages  produce 
similarly  large  amounts  of  NO,  as  indicated  by  the  approximate  maximum  nitrite 
concentration  (µM) taken from the paper  (Young et al., 2018).   Pig,  rat and human 
griess  assay  results were  not  available  (n/a),  however  it  is  recognised  that  pig  and 


















































































































































































Fig 5.13  Sashimi plots  for ADGRE1  across multiple  species  (taken  from submitted 
manuscript) 
The large amount of splicing results in an abundant number of different isoforms, as 
every exon encoding an EGF‐like domain can be skipped by alternative splicing in all 
species. 
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Chapter 6  Summary of achievements and future directions 
6.1  General discussion 
This thesis aimed to identify and annotate genes that are associated with the innate 
immune functions of macrophages in sheep.  The analysis was based upon the 
development of a cell culture system to generate and characterise large numbers of 
macrophages from sheep bone marrow (BMDM) (Sections 2.3.1 and 2.4).  The BMDM 
responded to the TLR4 agonist, LPS, as evidenced by release of the proinflammatory 
cytokine, TNF (Section 5.4.2 and 5.3.6).  Using this system, bone marrow from six healthy 
male (n=3) and female (n=3) adult sheep (BF X T) was used to generate BMDM and to 
produce RNA‐Seq (both polyA‐selected (mRNA) and ribodepleted (Total RNA)) data 
describing the response to LPS across a time course (Chapter 5).   The RNA‐Seq data were 
processed using two independent pipelines (StringTie and Kallisto), to determine genome 
wide transcript expression estimates for each sample.  The data generated in this project 
made a significant contribution to the sheep transcriptional atlas (Section 5.3.2 (Clark et al., 
2017)). With nearly 90% of all nuclear encoded protein coding genes being detected in at 
least one BMDM sample at a given time point, the sheep BMDM response to LPS data 
provided the expected (Ravasi et al., 2007) diverse and rich source of transcripts for study, 
and the data created (made available to Ensembl), will greatly improve future versions and 
functional annotation of the reference transcriptome.   
The availability of the large sheep atlas dataset enabled a comparative analysis to identify 
transcripts that were enriched in macrophages and/or specifically associated with 
activation (5.3.2 and 5.3.3). Clustering transcript expression estimates using Miru, as other 
projects have done (Freeman et al., 2012, Mabbott et al., 2013, Raza et al., 2014, Clark et 
al., 2017), segregated the massive dataset into clusters containing transcripts that share 
similar patterns of expression.  Based upon the principle of guilt‐by‐association (Oliver, 
2000) the products of these transcripts are likely to share functions.   Co‐expression in 
macrophages with genes of known function provided the basis for prioritisation of genes 
for detailed annotation.  Hundreds of genes possessing only an Ensembl ID were manually 
assigned a functional annotation based upon nearest orthologues and shared synteny with 
mouse or human (Section 2.11.1 for methods, Appendix 6.1 contains the full list of Ensembl 
IDs that have been annotated). 
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Publicly available datasets were used to compare the sheep macrophage gene expression 
profiles with those generated for monogastric animals; human (Baillie et al., 2017), mouse 
(Schroder et al., 2012), pig (Kapetanovic et al., 2013) and cow (personal communications 
with Dr Rachel Young).  Many of these differences between sheep and other species may 
be attributed in part to evolution of their relationship with the fermentative microbiome 
and increased levels of circulating fatty acids.  The current view of the association of 
immune and metabolic genes with innate immunity is dominated by studies of mice and 
human cells.  Evolution has provided the ruminant animal macrophage with a unique ability 
to function in a microenvironment that by human standards would be associated with the 
production of foam cells and atherosclerosis.  Indeed, many of the hallmarks of foam cells 
were found in the resting sheep macrophage transcriptome signature.  The predicted 
differences in intermediary metabolism between sheep and other species, based upon 
RNA‐Seq data, now need to be confirmed using proteomic and metabolomic analysis of 
sheep macrophages (starting with TCA cycle intermediate investigations) using methods 
that have been applied previously only to the mouse (discussed in Section 5.4.2).   
6.2  Genome annotation and the new genome assembly 
Two pipelines were used to quantitate gene expression based upon mapping to the current 
reference genome OarV3 (Jiang et al., 2014).  A preliminary examination of LTR repeat 
regions, revealed variation between individual sheep in differential expression profiles 
between 0hr and 7hr, with BTLTR1 (a known ruminant specific LTR‐containing repeat region 
(Elsik et al., 2009).  BTLTR1 was found to be the most regulated repeat region, decreasing in 
response to LPS (Section 3.6).  OarV3.1 still contains many scaffolds, which will have 
affected the accuracy in mapping reads to repeat regions, but with the imminent release of 
the new genome assembly, which contains long read technology, many of these assembly 
issues will be resolved.  Immediate future plans involve repeating the mapping of all RNA‐
Seq data from this project to the improved reference genome, Rambouillet v0.1 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/83?genome_assembly_id=351950), which is a new 
highly contiguous PacBio assembly, incorporating many of the scaffolds that exist in 
OarV3.1.  The accuracy of determining expression over these important areas of the 
genome will be greatly improved and future plans involve repeating this examination for all 
the classes of repeat regions, especially given the global interest surrounding Jaagsiekte 
sheep retrovirus (JSRV), which causes a pulmonary adenocarcinoma in sheep and goats (Rai 
et al., 2001, Hofacre & Fan, 2010, Martineau et al., 2011). 
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There is still RNA available from many of the samples that were submitted to the sheep 
atlas, including the BMDM time courses. Given the decreasing cost of sequencing, it may be 
possible to submit the samples for the PacBio Iso‐Seq protocol.  A recent report described a 
rabbit transcriptional atlas based upon long read sequencing (Chen et al., 2017).  Full length 
RNA sequences will improve assessment of the full diversity of alternative splicing of 
mature transcripts, especially for complex, multi exon genes of interest expressed in 
macrophages such as ADGRE1, ADCYAP1R1 and ITGAM (Sections 5.5, Figure 5.13).  
Continued exploration of the novel and un‐annotated transcripts identified in this project 
as being important in the sheep macrophage response will reveal many more novel 
transcripts to complement those identified herein.  Long read RNA‐Sequencing will also 
improve the identification of long non‐coding RNAs.  The sheep atlas, including the large 
macrophage dataset generated in this project, contributed to identification of many novel 
candidate lncRNA (Bush et al., 2018), but their assembly from short‐read data is 
challenging.   
6.3  The diversity of macrophage responses 
This study has examined the response of sheep BMDMs to a selective TLR4 agonist, LPS 
from Salmonella enterica serotype Minnesota Re 595.  There remain many other forms of 
LPS, other TLR agonists and intracellular stimuli including specific pathogen challenge, to 
fully appreciate the response of sheep macrophages and individual variation in that 
response, as well as assessment of different breeds of sheep in their response.   The 
response to mycobacteria would be especially interesting.  Recent reports have contrasted 
the transcriptomic response in bovine alveolar macrophages and both the transcriptomic 
and proteomic response to M. tuberculosis and M. bovis (Malone et al., 2018) and of 
monocyte‐derived macrophages to M. avium subsp paratuberculosis (Marino et al., 2017).   
Sheep are comparatively resistant to both of these infectious agents.  Responses to other 
stimuli also differ between species.  For example, in the response to alternative activation 
by IL‐4, very few inducible genes were shared between mice and humans (Martinez et al., 
2013).  Mice and humans vary in their response to glucocorticoids owing to enhancer 
divergence and the rapid evolution in the response between the species (Jubb et al., 2016).  
Aside from mycobacteria, many other pathogens are of particular concern to sheep health, 
welfare and productivity.  Some are zoonotic and pose significant threat to humans or 
other production animals.  Ongoing comparative analysis will help to identify host 
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determinants that underlie the differential pathology.  To this end, the BMDM culture 
system employed in this project has been applied in the Hume laboratory to the cow, goat, 
rat, water buffalo (personal communication, Professor David Hume, University of 
Edinburgh), pig (Kapetanovic et al., 2012), human (Baillie et al., 2017), and mouse (Schroder 
et al., 2012).   Some of the differences between these species were analysed in Section 
5.4.2 and were published in analysis of genes involved in arginine metabolism (Young et al., 
2018).  A second study in the same set of species compares expression and evolution of 
ADGRE1 (Section 5.5) (Waddell et al. submitted).  For each of the genes identified as 
demonstrating a distinctive expression pattern to other animals, the obvious question is 
whether there is a specific function in host‐specific pathogen recognition.  For example, 
based upon comparative analysis (Section 5.4.2) nitric oxide production is unlikely to be a 
major component of anti‐microbial defences in sheep and goats, or in horses, pigs and 
humans, where it is clearly important in rodents and possibly in large ruminants.  
6.4  Individual variation in the response to LPS 
 An expression QTL analysis in humans revealed that >80% of LPS‐inducible genes in 
monocytes exhibited heritable variation in the level of expression (Fairfax et al., 2014).  The 
six individual sheep were found to vary markedly in the response of their BMDMs to LPS: 
Male 3 appeared hyper‐responsive whereas Female 1 responded more rapidly but 
transiently.  The differences appeared to focus around interferon target genes (Section 
5.3.7).  A previous larger comparative study in pigs showed similar variation amongst 
individuals but did not find any evidence of breed‐specific differences (Kapetanovic et al., 
2013). The cell culture system developed for this project, which utilises frozen bone 
marrow cells, can potentially be applied to much larger numbers of animals.  It will be of 
great interest to determine whether the degree of variability of response observed in this 
study is fortuitous, or is representative of the population as a whole.   Increasing the 
numbers of both male and female would also permit analysis of whether the sex of sheep 
influences the response, and which genes (if any) are sex specific in the response. 
The animals used in this study were F1 crosses from two disparate breeds: the Texel and 
the Scottish Blackface.  The high level of heterozygosity may actually have masked 
individual variation in the response but was intended to maximise the numbers of 
expressed SNPs.  Future studies are required to utilise a much greater number of animals to 
determine if the degree of individual variation in response to LPS that has been noted in 
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this project, is present at the population level.  One major future direction is to utilise the 
genomic sequence data available for each individual and examine the extent of allele 
specific expression across this dataset, as has been done in human (Knight, 2004, Ardlie K, 
2015), mice (Crowley et al., 2015) and cows (Chamberlain et al., 2015).  In outbred cattle, 
89% of the genes tested had evidence of allelic imbalance in expression in at least one 
tissue, and as many as 28% of transcripts showed absolute monoallelic expression 
(Chamberlain et al., 2015).  Having identified the genes which are expressed differentially 
between alleles, it should be possible to infer the parent of origin, as the current reference 
genome is based upon a Texel, the sire breed of all the animals used in this project.  A 
future direction will be to use the same procedure to examine both pure‐bred animals, F1 
crosses with the male and female parents reversed to confirm any evidence of parental 
imprinting, and F2 generation to begin to assess heritability.   The heritability of gene 
expression will undoubtedly be complex, involving not only Mendelian genetic factors but 
parental metabolic states (Palu et al., 2017).  
Genes expressed in macrophages may also differ at the level of protein sequence.  Current 
projects in Roslin and elsewhere are producing hundreds of genomic DNA sequences from 
sheep, goats, cattle, water buffalo and African buffalo, including those adapted to tropical 
environments with high disease burdens (Borriello et al., 2006, Wang et al., 2016, Banos et 
al., 2017, Bhuiyan et al., 2017, Wilkinson et al., 2017).  The prediction a priori is that 
functional variation in macrophage‐expressed genes between individuals, and between 
breeds adapted to different environments, and between species, are more likely to be 
causally associated with differences in disease susceptibility.   
6.5  Conclusion 
The work described in this thesis has made several contributions to the understanding of 
macrophage biology. It has resulted in a dataset now in the public domain that can 
continue to be mined for insights, as indicated throughout the presentation of the results, 
where examples of information that can be derived from the data are shown. It has also 
provided a comprehensive analysis of the transcriptomic response to a cellular state 
change, highlighting the role of metabolic adjustments as macrophages respond to 
pathogen challenge. Adding the sheep data to that for other ruminant and monogastric 
animals has allowed a comparison which highlights the adaptations of the ruminant to 
maintain the critical balance with the microbiota of the gut. It opens the way to 
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understanding of the genetic basis of individual variation in immune response, both in 
sheep and more generally in other animals including humans. This work therefore has the 
potential to impact on human and animal health as well as production and food 
sustainability, key goals for research in the 21st century. 
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